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【序論】養殖業や不妊治療などの受精卵が主体の分野において，高い生存率
をもった質の良い受精卵は必要不可欠である。そのため，受精卵の発生過程の
モニタリングや，正常な受精卵と異常な受精卵を高確率で判別することができ
る手法が重要視されている。現在，この“受精卵の質”を評価する手法として，
顕微鏡下による目視の判断（形態学的手法）や，破壊分析（薄層クロマトグラ
フィー，ガスクロマトグラフィーなど）が主流であり，非破壊かつ分子レベル
での分析手法は未確立なのが現状である。 
 そこで本研究では，非破壊かつ分子レベルでの測定が可能である近赤外およ
びラマン分光法を用いて，メダカ受精卵の正常・異常（死亡・未受精）の判別
や，受精し孵化するまでの胚発生過程のモニタリングを行った。近赤外分光法
では，生体の大部分を占める水，ラマン分光法ではタンパク質や脂質などの生
体物質の相対的な量および構造変化を捉えることができるという特長を持つ。 
【実験】メダカ受精卵を用い，受精 1日目の受精卵（正常卵）と異常卵（2種
類の死亡卵，未受精卵）をサンプルとした。2種類の死亡卵については，培養温
度を 0～3℃に設定し，受精卵の成長を止めた受精卵（dead_1），液体窒素により
急速冷凍させた受精卵（dead_2）を用意し，異なる温度条件で死亡させた受精卵
を使用した。なお，2 種類の死亡卵を測定する際には，常温に戻してからスペク
トル測定を行った。 
【結果・考察】まず，近赤外分光法による結果について報告する。近赤外ス
ペクトルの水由来のバンド領域（5500-5000 cm-1）に対して主成分分析を行った。
この結果，個体差や成分のばらつきを含みつつも，正常卵と異常卵を区別する
ことができた。PC1 Loadingには単純な水の強度のばらつきが現れているのに対
し，正常卵と異常卵とを区別することができた PC2 Loadingには異なった波形が
観測された。ここで，近赤外領域の水のバンドは，強い水素結合性のOH基（Strong 
Hydrogen Bond : SHB）と弱い水素結合性 OH基（Weak Hydrogen Bond）の 2成
分で 99％構成されていると報告されている。したがって，正常卵と異常卵間で
は，この 2種類の水素結合状態が異なる，つまり，2種類の水素結合状態の割合
が異なることが示唆された。 
そこで，この水のバンドに三次微分処理をし，ピーク位置を算出した。その結
果，異常卵は正常卵に比べ約 3-4 cm-1低波数シフトしており，異常卵の方が SHB
の割合が高いことが示唆された。また，イメージングスペクトルに三次微分処
理をし，水のバンドのピーク位置プロットをした近赤外イメージを図 1に示す。
このように，受精卵丸ごとに対し
ても SHB の割合が高いことを可視
化することができた。さらに，SHB
を示す 5172 cm-1と水由来のバンド
のピークトップである 5250 cm-1の
二次微分強度比や，6000-4500 cm-1
領域に対するピークフィッティン
グ結果からも，異常卵の方が SHB
の割合が高いことが示唆された。 
次に，ラマン分光法による結果を報告する。1700-600 cm-1 領域に対して主成
分分析を行った。この結果，近赤外分光法同様，正常卵と異常卵を区別するこ
とができた。この PCA Loadingで興味深いのは， 1526 cm-1のカロテノイド， 
1048 cm-1のリン酸のピークが観測されたことである。この Loading より，正常
卵は異常卵よりもリン酸イオンが多く，カロテノイドが少ないことが示唆され
た。まず，リン酸について議論する。リン酸は，生体内で ATPとして生命活動
を行なうエネルギーとして働いたり，タンパク質をリン酸化することでタンパ
ク質に機能を持たせたりすることが知られている。リン酸化したタンパク質は，
1080 cm-1に現れていたピークが減少し，980 cm-1に新たなピークが出現するこ
とが報告されている。そこで，980/1084 cm-1の強度比を算出した結果，正常卵
の方がリン酸化したタンパク質量が多いことが示唆された。また，チロシンは，
リン酸化するタンパク質の 1 つであり，チロシンダブレットの強度比はチロシ
ン残基の持つ OH 基の水素結合状態を示すことが知られている。このチロシン
ダブレットの強度比の結果，正常卵に比べ、異常卵の方がチロシンダブレット
の強度比に増加傾向が見られた。これは、チロシンがリン酸化した影響を反映
していると考えられる。次に，カロテノイドについて議論する。PCA Score よ
り，異常卵の中でも未受精卵が一番カロテノイドを多く持ち，受精することで
カロテノイドが減少したことが示唆された。ブリ卵を用いた研究報告で，受精，
発生過程におけるカロテノイドの代謝を観測し，カロテノイド量が減少するこ
とが報告されている。したがって本研究においても，受精で行われるカロテノ
イド代謝の影響を捉えられたと示唆された。 
以上より，近赤外およびラマン分光法を用いることによって，正常卵と異常
卵を判別し，生体反応によって生じる卵内物質の違いを捉えることに成功した。 
図 1 ピーク位置プロットを用いたイメージング 
